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INTRODUCCION

Desde hace bastante tiempo se ha estudiado el efecto antibacte-
riano de los alcoholes. Harrington y Walker en 1903 ensayaron el poder anti-
bacteriano del etanol sobre diversas bacterias gram positivas y gram negati-
vas. Sus estudios estaban dirigidos a determinar cuales eran las concentra-
ciones necesarias para matar a diversas bacterias de importancia médica (12).
En el afio de 1943 Tanner y Wilson (24) ensayaron alcoholes de 1 a 11 carbones
por medio de una prueba de difusidn en cilindros midiendo la zona de inhibi-
cidn. Los resultados indicaron que el didmetro de las zonas aumentaban desde
el etanol hasta el pentanol para Tuego decrecer con alcoholes de mayor peso -
molecular. Dagley y colaboradores (4) estudiaron el efecto de alcoholes, fe-
noles y otros compuestos sobre la curva de crecimiento de Aeiobacter aeroge-
nes €n un medio sintético. Se demostrd que algunos de estos agentes prolonga
ban 1a fase de adaptacidn y modificaban la pendiente de 1a curva de crecimien
to, deduciendo que los alcoholes afectaban fundamentalmente los sistemas enzi
matices bacterianos responsables del metabolismo de amino&cidos y altgunos - -
otros compuestos por ellos estudiados. En 1961 Gonzdlez Barrera estudié el -
efecto de diversos solventes orgdnicos sobre la viabilidad de bacterias gram
positivas y gram negativas. Demostrd que concentraciones de 20% fueron leta-
les para bacterias gram positivas y gram negativas en alcoholes superiores a
3 carbones; sin embargo alcoholes de 2 y 3 carbones determinaban un efecto di
ferencial en el cual los cocos gram positivos tenfan tendencia a sobrevivir -
por mas tiempo que las bacterias gram negativas, mientras que ei metanol te-

nia un efecto casi nulo a esa concentracién {11).



Posteriormente Gonzdlez en 1964 demostrd gue el efecto de estos
alcoholes sobre células bacterianas, determinaba la fuga de componentes intra
celulares que absorbfan energia a ]051260 y 280 nm. pudiendo construir espec-
trogramas en el ultravioleta que demostraba la salida de dcidos nucléicos y -
proteinas como resultado de la interaccién de los alcoholes con las bacterias
(10). También se demostrd que la cantidad de componentes intracelulares que
se fugaban era mayor en las bacterias gram negativas que en las gram positi-
vas, 10 cual acusaba ya un efecto diferencial en cuanto a 1os componentes su-
perficiales de l1a bacteria (16). Puesto que ésto proporcionaba evidencia de
que estos agentes actuaban probablemente al nivel de la membrana citoplasmati
ca, se iniciaron estudios con el prop6sito de determinar si eran alterados al
gunos mecanismos importantes, como 1a respiracidén terminal y el transporte --
de electrones, En este estudio se demostré que efectivamenfe, alcoholes de -
1, 2 y 3 carbones determinaban un efecto notable sobre la respiracidén bacte-
riana, disminuyéndola notablemente y con alcoholes de 4 6 mds carbones anulan
dola a una concentracifn de 20%. Se demostré que el efecto de estos alcoho-
les sobre 1la respfracién bacteriana era mucho mds importante sobre los baci-

los gram negativos como E. cofd, que sobre cocos gram positivos como S. awre

us (22).

Asi mismo, examinando 1os componentes fugados por accidon de al-
coholes de 1 a 4 carbones se pudo apreciar una gran salida de aminodcidos, --
azGcares, fosfato inorgdnico, atin con alcoholes de 1 a 2 carbones, mientras -

que la salida de proteinas fué menos importante (23).

Los trabajos de Weibull en 1953 (25) permitieron 1a obtencién -
de protoplastos de B. megatesiium a través de tratamiento con lisozima y fué -

posible por primera vez hacer el estudio de compuestos sobre 1a membrana cito
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plasmdtica, en ausencia de pared celular, Gilby y éew en 1959 iniciaron estu
dios sobre las propiedades osméticas de protoplastos de M, fysodeikticus estu
diando el efecto de detergentes i6nicos a diferentes concentraciones (8). --
E11os mismos en 1960 (9), determinaron el efecto de alcoholes primarios sobre
los mismos protoplastos. Este fué el primer trabajo sobre el mecanisme de ac
cibn de estos agentes sobre la membrana citoplasmatica, 1legando a la concClu-
si6n de que estos agentes actuaban desorganizando los componentes 1lipoideos -
de 1a membrana celular. Razin y Argman en 1963 (15) estudiaron también el =--
efecto de atcoholes y otros agentes sobre protoplastes y esferoplastos. Fried
en 1973 (6) estudié el efecto del etanol sobre esferoplastos de E. cofd, ob-

servando una disminucidn inmediata en la velocidad de crecimiento de estos mi

croorganismos.

Todos 1os estudios 1levados a cabo sobre este tema fueron he-
chos a una sola concentracion de los alcoholes. Se pensé que podrfian diluci-
darse las diferencias entre bacterias gram positivas y gram negativas, hacien
do estudios cuantitativos en 1os cuales concentraciones diferentes de diver-
sos alcoholes pudieran ser puestos en contacto con la misma poblacién bacte-
riana para determinar las caracteristicas de la curva de muerte a cada concen
tracidn. As? mismo, fué importante preparar esferoplastos de ambas especies
y exponerlas a las mismas concentraciones de estos agentes y determinar espec
trofotométricamente si habfa o0 no alteraci6n estructural de 1a membrana cito-
plasmdtica, preferentemente demostrable a través de una lisis de 10s esfero-
plastos. Nuestro interés en la produccidn de esferoplastos resulta de inves-
tigar la participacion de la pared celular en el mecanismo de accién de los -
alcoholes. Por tal razén este estudio se encamind con el propdsito de cono-

cer si el efecto letal en las cé&lulas enteras coincide con el daho a “1a mem-
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brana citoplasmitica de los esferoplastos, en cuyo caso se tendria que acep-
tar que la pared celular no ejerce ninguna accién protectora. Si por el con-
trario alguna de las especies tiene viabilidad mas prolongada a concentracio-
nes mayores de algin alcohol que aquellas necesarias para romper su membrana
citoplasmdtica, tendria que aceptarse que la pared celular ejerce una accion
decisiva de proteccifn de la membrana del esferoplasto, protegiéndola de su -
destruccién y ademds explicando de paso el fenémeno de sobrevivencia observa-

do en estudios anteriores.
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MATERTAL Y METODOS

Se usaron como organismos de prueba una cepa de Escherichia co-
24 y otra de Staphylococcus aureus, ambas de la coleccidn bacteriana del De-
partamento de Microbiologfa de 1a Facultad de Medicina de la U.A.N.L, Estas
fueron mantenidas por pasajes mensuales en frascos de coleccién en agar infu-
sidn de cerebro y corazbn adicionado de cistefna y conservadas bajo refrigera

cién,

A) EFECTQ DE LOS ALCOHOLES PRIMARIOS DE 1 A 4 CARBONES Y SUS ISOMEROS SOBRE
LA VIABILIDAD BACTERIANA.

Se tomd indculo de 1os frascos de coleccion de Staphylococcus -
auneus y Escherichia cofi, y se pasaron a tubos conteniendo 5 ml. de caldo de
tripticasa y soya; los cuales fueron incubados & 37°C por 4 horas con el obje
to de poner en plena actividad los sistemas metab6licos de las bacterias. De
ahT se pas6 un indculo de 1 ml. a matraces Erlenmeyer de 250 ml, conteniende
50 ml. del mismo medio el cual fué incubado en forma estdtica durante 14 a 16

horas.

E1 cultivo fué distribuido en tubos de 50 ml y centrifugado, el
sobrenadante se elimind y las células fueron lavadas dos veces con solucidn -
salina amortiguada 0.666 M a un pH de 7,0 E1 paquete celular fué suspendido
en la misma solucidén de lavado hasta obtener una densidad 6ptica de 1.0 a una

longitud de onda de 620 nanfmetros.

Para cada molaridad de alcohol ensayada, se agregd la alicuota
correspondiente, se afiadi6 solucién salina amortiguada hasta obtener 4 ml, de

volumen total; en seguida se agregd 1 ml. de la suspensién bacteriana. Se to



maron alicuotas de 0.1 ml. y se hicieron cuentas viables por duplicado. Para
el testigo se diluyd la suspensi6n 1:4. Se extendié el inbculo utilizando va
rillas dobladas y se incubaron a 37°C durante 24 hovas. Se hizo el recuento

y se seleccionaron aquellas placas que contenfan entre 30 y 300 colonias de -

cada dilucién y tiempo de exposicifn,

Los alcoholes ensayados fueron los siguientes: metanol, etanol,
n-propanol, iso-propanol, n-butanel, iso-butanol, butanol secundario y butanol
terciario; se probaron diferentes molaridades, siendo 1a méxima aqueila en la
que todavia fué miscible el alcohol en estudio. Los tiempos de exposicifn --

fueron de 5, 10, 15 y 30 minutos.

B) EFECTO DE LOS ALCOHOLES PRIMARIOS DE 1 A 4 CARBONES Y SUS ISOMEROS SOBRE
LA ESTABILIDAD DE SUS ESFEROPLASTOS.

Para la preparacion de esferoplastos de Escherichia cofl y Sta-
phylococeus aurnews se utilizaron diferentes técnicas. Para obtener los de S.
awieus se utilizé la degradacidn enzimdtica de la pared celular mientras que

para E. coli se inhibi6 la sintesis de la pared celular con ampicilina.

Preparacion de esferoplastos de S. awreus:

Se tom6 indculo del stock, se pas6 a tubos conteniendo 5 ml. de
caldo tripticasa y soya, se incubd por 5 hrs. a 37°C. De este cultivo se ino
culd 1 ml. en 500 ml. del mismo medio, el cual fué incubado en forma estdtica
a 37°C., durante 18 horas. Las células se separaron por centrifugacién a - -
1085 G, se lavaron con solucién salina 0.15 M amortiguada con TRIS a pH de --
7.5; las células fueron suspendidas en la misma solucifin pero con sacarosa --

1.4 M, hasta obtener una D.0. de 1,0 a 620 nanOmetros.



Se agregd Ta enzims Lisostafina (18) en una concentracidn fin
de 5 mcg/ml., incubdndose en bahc de agua a 37°C por 2 horas. Los esferople
tos obtenidos se centrifugaron a 9750 G y se suspendieron en la misma solu-

¢ién amortiguadora con Sacarosa 1.4 M,

Preparacifn de esferoplastos de E, cofd:

Para la preparacion de los esferoplastos de E. cofd(, se utilizé
la técnica descrita por Gebicki y James (7) modificada por nosotros. Se ino-
cularon 0.4 ml. de un cultivo de 12 horas de la cepa original, en un matraz -
de 250 ml1. conteniendo 20 m1. de caldo cerebro corazén precalentado a 37°C.
Se incubd por 3 horas a 37°C para entrar en la fase exponencial; se hizo una
dilucién 1.5 en el mismo medio adicionado de MgSO, 0.004 M, sacarosa 0.7 My
Ampicilina a dar una concentracidon final de 100 mcg/ml. Después de 6 horas -
de incubacién los esferoplastos obtenidos se separaron por centrifugacidon a -
3020 G y se suspendieron en la solucidn amortiguadora conteniendo sacarosa --
0.7 M, hasta obtener una D.0. de 0.8 a una longitud de onda de 640 nanémetros
Los esferoplastos se agitaron magnéticamente por 2 horas en ausencia de facto

res energéticos para completar Ja autodigestién de la pared celular.

Se siguid la formacidon de los esferoplastos en ambas especies,

por microscopia de fase y se comprobd su sensibilidad al choque osmético,

Disefio Experimental:

Para 1a exposicidn de los esferoplastos, a la accidon de los atl-
coholes se varié la concentracion de la sacarosa de tal forma que en cada tu-
bo hubiera un volumen igual y mantener constante la presidn osmotica del sis-
tema . E&n el caso de S. auneus a una serie de tubos del espectrofotdmetro --

con las diferentes concentraciones de los alcoholes se les agregd sacarosa --
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2.45 M hasta obtener una molaridad de 1.4 ajustdndose el volumen final a 4 ml.
con sacarosa 1.4 M, A todos los tubos se les agregd 1 ml. de esferoplastos.

Para E. cof{ se siguid el mismo sistema excepto que la molaridad de la sccaro

sa se ajusté a 0.70.

Las lecturas se hicieron en un espectrofotdometro "Spectronic -
20" (Bausch & Lomb) a 640 nanémetros a los 5, 15, 30 y 60 minutos después de
haber agregado los esferop1aétos. Cada serie de concentraciones de alcohol -

fué 1levada con un testigo de estabilidad de los esferoplastos.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se expresan en -
forma de gréficas; los de €elulas enteras; viabilidad contra tiempo, para co-
nocer el efecto de cada una de las molaridades utilizadas; asf como también -
se graficd viabilidad contra molaridad, para visualizar la pendiente de la --

curva a dos tiempos determinados,

En 1o referente a esferoplastos también fueron expresados en --
forma de grafica los resultados: Densidad Optica contra tiempo y Densidad Op-
tica contra molaridad con el mismo propdsito que en células enteras. Final-
mente se hicieron grdaficas combinadas de c8lulas enteras y esferoplastos gra-
ficando viabilidad contra molaridad y Densidad Optica contra molaridad, compa

rando en la misma grafica ambas especies bacterianas a un solo tiempo 5 minu-

tos.



RESULTADOS

Se estudié en primer lugar el efecto de los alcoholes de 1 a 4
carbones y sus isdmeros sobre la viabilidad de E. coll y S. auwreus, para deter
minar sus diferencias. En seguida se analizé el efecto de los mismos alcoho-

les sobre 1a integridad de sus esferoplastos midiendo su Densidad Optica.

Los resultados de 10s recuentos‘bacterianos obtenidos al agre-
gar 1 ml. de la suspensién original a 4 ml. de solucidn salina amortiguada --
fué para E. cold de 9.9 x 108 bacterias/ml. como promedio, siendo 10S recuen-
tos minimos de 8.6 x 108 y los miximos de 1,13 x 109 bacterias/m’. Para S. -
auneus se obtuvo un promedio de 5.6 x 108 bacterias/ml. con un minimo de 2.0
x 108 y un maximo de 7.8 x 108 bacterias/ml. Estos recuentos fueron obteni-
dos cuando la suspensién fué ajustada a una D.0, de 1.0 a 620 nan6metros de -
longitud de onda. Estas fueron las cifras de la poblacidn bacteriana agrega-
da a cada uno de los tubos que contenfan las diferentes mezclas de alcohol y

solucién salina amortiguada.

E1 analisis del comportamiento de ambas especies bacterianas --
con los alcoholes ensayados pueden ser examinados en las graficas 1-8, en don
de en la ordenada aparece el logarftmo del nlmeroc de bacterias viables y en -
las abscisas el tiempo en minutos. Se graficé tomando los tiempos de 5, 10
¥ 15 minutos porque como podrd observarse, el mayor efecto de Tos alcoholes -

sobre ambas especies, se logra desde los 5 minutos de exposicidn.
[
En Ja grdfica 1 podemos observar el efecto del metanol sobre po
blaciones de E, cofi y S. aureus: nbtese que al ir aumentando la molaridad --

del alcohol, disminuye progresivamente 1a viabilidad haciéndose notable la di

ferencia para E. coll entre el 8.0 My el 9.0 M, en donde 1a viabilidad dismi
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nuve en dos Togaritmos. E. cofl sufre una mayor pérdida de su viabilidad que
S. aureus, como puede observarse en el 9,0 M, la viabilidad es de 7.9 x 105,

mientras que E. coli es de 1.89 x 103 en Ta misma molaridad.

Si examinamos en Ja grdfica 2 el efecto del etanol para ambas -
especies, podemos observar una diferencia muy importante, mientras que para -
E. cofd a una concentracién de 4.0 M anula su viabilidad en una poblacidn ori
ginal de 8.6 x 108; para S. awreus una concentracién de 7.0 M se mantiene en

7.2 x 10° a los 15 minutos de exposicion.

La gré&fica 3 muestra el comportamiento para n-propanol, en don-
de podemos observar la disminucidn de viabilidad en ambos casos, siendo mas -
notable para £. cofi en donde la concentracién de 2.5 M disminuye hasta 3.0 x
10! a los 5 minutos de exposicidon, Para ambas bacterias la concentracidn de

3.0 M anulan su viabilidad.

Como podemos observar en la grdfica 4, el efecto del iso-propa-
nol es menor que en el n-propanol para E. cofc la viabilidad va disminuyendo
en forma mas o menos paralela hasta una concentracitn de 2.5 M; sin embargo -
al exponer esta bacterja a una concentracién de 3.0 M decae rdpidamente la --
viabilidad. Para S. awreus, el efecto es menor y se observa una disminucidn
constante hasta 3.0 M, pero concentraciones de 3.5 M mantiene todavia viables

1

a los 5 minutos 8 x 10" bacterias.

La grafica 5 muestra el efecto del n-butancl, en ambas bacte-
rias puede observarse una disminucién progresiva hasta la molaridad de 0,25,
1a concentracion de 0.30 M disminuye la viabilidad hasta 2 x 101 para £. cold,
mientras para S. aureus a esta molaridad, la viabilidad se mantiene en 5.4 x
104, La diferencia Tetal de este alcohol para E. coli es de 0.35 M y para S.

awreus es de 0.60 M; casi el doble de concentracién.
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Para iso-butanol en 1a grdfica 6 podemos observar algo pareci-
do a 1o que pasa con n-butanol, la disminucién progresiva de la viabilidad en
ambas bacterijas la diferencia es que la concentracién Tetal para E. cofi es -

de 0.45 M y para S. awreus €s la misma que con n-butanol 0.60 M.

En la grédfica 7 se observa que con este isdmero la viabilidad -
se mantiene & concentraciones mds altas que con los anteriores isémeros, la -
disminucidn de la viabilidad es progresiva al ir aumentando la concentracidn
del alcohol, obteniéndose el efectc letal para E. cofi 0.50 M y para S. aure-

us 0.75 M.

Cémo se muestra en la gréfica 8 el butanol terciario muestra un
efecto letal menos importante; sin embargo, 1a accién sobre E. cof{ es mas no
¢iva gue sobre S. auwreus. E1 butanol secundario, el iso-butanol y el n-buta-

nol, son los que siguen en ese orden su actividad letal.

Las graficas 9-16 muestran el comportamiento de estos alcoholes
en base a las diferentes molaridades utilizadas para cada uno de ellos. La -
1inea punteada corresponde a una exposicifn de 5 minutos y Ta 1fnea continua
corresponde a 10s 30 minutos. Tiempos minimo y mdximo utilizados en este es-

tudio.

En cada una de estas grdficas puede apreciarse que el mayor - -
efecto del alcohol sobre las células ocurre a 1os 5 minutos ya que como pue-
de observarse en las grdficas de 30 minutos, la diferencia no es significati-
va.

La grdfica 17 muestra a los dos isémeros n-propanol e iso-propa
nol a Tos 5 minutos de exposicidn para E. coli; como puede verse el efecto le

tal del n-propanol es un poco mayor que para el iso-propanol, siendo el efec-
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to letal para ambos de 3.0 M,

La grdfica 18 compara 1os mismos isémeros, pero para S. auheus,
agui como puede verse la disminucifn de 1a viabilidad es casi paralela para -
ambos alcoholes hasta 2.5 M, pero al 1legar a 3.0M el efecto es letal con n-
propanol y no asf para el iso-propanol, que a esa molaridad hay una concentra

cién de 8.8 x 104 células.

La grdfica 19 compara los cuatro isomeros de los butanoles para
t. colc. Como puede observarse hay una diferencia notable, ya que se muestra

un efecto letal menos importante de acuerdo a su estructura molecular,

S1 examinamos la gréfica 20 muestra el comportamiento del buta-
nol y sus isémeros para S. awreus. Se observa algo semejante al casoc de E.
coli, con la diferencia de que el efecto letal de estos isGmeros son a molari

dades superiores a los de E. coli.

Las grdaficas 21 y 22 muestran en resumen el efecto de los ocho
alcoholes trabajados a un tiempo de 5 minutos para E. coll ¥y S. awreus respec
tivamente. En estas graficas puede observarse la disminucidon de viabilidad -
al ir aumentando el nimero de carbones; puede apreciarse una relacidn entre -

el efecto de un isbmerg y su estructura molecular.

La tabla 1 muestra las concentraciones letales de cada alcohol

para E. coli y S. aureus.

Las siguientes grdficas muestran el comportamiento de esfero-
plastos ve E. coli y S, aureus, frente a las mismas concentraciones de alco-

hol que fueron usadas en el caso de células enteras. El1 pardmetro utilizado
\
en este caso fué la estabilidad del esferoplasto en un medio iso-osmético mi
\\

-

~
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diendo 1a Densidad Optica antes. y después de la exposicién alcohélica a los -

5, 15, 30 y 60 minutos. N

La gréfica 23 muestra el comportamiento de poblaciones de esfe
roplastos de E. cofdl y S. auwreus frente a metanol, Puede observarse que este

alcohol no tiene efecto 17tico.

La grafica 24 muestra el efecto del etanol, las T1ineas expre-
san e] comportamiento del valor numérico de la turbiedad, no hay efecto 1iti-
co, ya que como se observa en ningin momento ocurre una caida de Densidad Op-
tica a cifras inferiores a las que tenfa la suspensidn original en ausencia -
del alcohol (testigo de estabilidad de esferoplastos). Puede observarse sin
embargo, que la suspensidn de esferoplastos de S. awrews aumenta el valor de
la Densidad Optica, 1legando a un miximo de turbiedad en el 2.0 M y Tuego des
cender. Esto probablemente estd relacionado con cambios en tamafio del esfero
plasto consecuentes a cambios en 1a permeabilidad selectiva de 1a membrana,
En el caso de E. cof{ se observa un fenbmeno semejante observdndose 1a mayor

Densidad Optica en 7.0 M a Tos 5 minutos de contacto.

La grafica 25 muestra el efecto del n-propanol, donde puede ob
servarse que para £. cofi el n-propanol es letal a concentraciones menores gque
el iso-propancl, como puede observarse en la grdfica 26. Una concentracién su
perior a 0.5 M de n-propanol determina una lisis de los esferoplastos, mien-
tras que la misma concentracién de iso-propanol no tiene ningin efecto y se re
quieren concentraciones superiores a 1.7 M para alterar Ta integridad de los -
esferoplastos. Para S. awreus puede observarse gran aumento en la Densidad Op
tica provocada al hincharse las cflulas y como se observa una concentracifn de
0.6 M provoca la ruptura de membranas. En el caso del iso-propanol, se requie

ren concentraciones supericres a 1.0 M para provocar la 1isis de estas células.



- 18 =

Al observar la grafica 27 vemos gque el efecto del n-butanol so
bre E. cofi es mds severo, ya que concentraciones de 0.20 M produce la lisis

de estas células. Para S. aureus Se requiere una molaridad de 0.30.

E1 comportamiento del iso-butanol en la gréfica 28 es muy Seme
jante al n-butanol, ya que concentraciones Superiores a 0.25 M determinan una

lisis rdpida para ambas células.

E1 butanol secundaric es menos activo, como puede observarse -~
en la grdfica 29, ya que se requieren concentraciones superiores a 0.4 M para

E. coli y S. aurews para lograr la 1isis de la membrana.

La grafica 30 muestra el comportamiento del butanol terciario
en donde puede observarse que para E. cod{ se requieren molaridades superio-
res a 0.7 M para que ocurra la 1isis de 10s esferoplastos y para S. aureus --
ocurre algo semejante, observdndose antes de la caida de la D.0., un gran - -
aumento de 1a D.0. ET butanol terciario es el menos efectivo de todos los --

isOmeros.

Las graficas 31-38 muestran el efecto de 1a molaridad sobre --
los esferoplastos a los 5 y 60 minutos, tiempos minimos y midximos trabajados

en estos experimentos.

En la grdfica 31 puede observarse que el metanol no tiene efec
to titico sobre ambos tipos de esferoplastos. Asi mismo, en la grdfica 32 no

hay efecto 1itico, pudiendo observarse un aumento considerable en la D.O.

La grafica 33 muestra la l1isis ocurrida en el caso de E, cofl
con n-propanol, esta 1isis va aumentando, al ir incrementandose la molaridad.

Para S. aureus, la caida es mds brusca.
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Con el iso-propanol en la gréfica 34, el comportamiento es seme
janfe al n-propanol, en cuanto a la cafda progresiva, pero como podemos obser-
var en esta grifica la D.0. es mayor para E. cofi y se requieren concentracio-
nes superiores para alterar la integridad de los esferoplastos. Para S. auwrc-
us la 1isis ocurre en la concentracifn de 1.5 M a diferencia del n-propanol --

que ocurre antes (1.0 M),

Las graficas 35, 36, 37 y 38 muestran su comportamiento para ca
da uno de los isémeros del butanol, observéndose que no hay diferencia signifi

cativa entre el tiempo inicial 5 minutos y el miximo estudiado 60 minutos.

Las gré&ficas 39 y 40 comparan el comportamiento del n-propancl é
iso-propanol sobre sus esferoplastos, a un tiempo de 5 minutos. Agquf se obser
va claramente el mayor efecto del n-propanol el cual es letal a menores concen

traciones que el iso-propanol.

La grdfica 41 muestra las diferencias en el comportamiento de
esferoplastos de €. cofl sobre los isémeros de butanol a los 5 minutos de con-
tacto. Primeramente podemos observar que la pendiente de cafda de la D.0. es
de menor valor, se observa la misma distribucién de 1as curvas; en las que n-
butanol & iso-butanol son mds activas, requiriéndose la misma concentracién de
ellos para iniciar la 1isis. El1 butanol secundario y butanol terciario los si

guen en efecto destructor sobre la membrana citoplasmatica.

La grafica 42 compara el efecto de estos mismos isémeros sobre
S. awreus. E1 comportamiento del n- € iso-butanol es muy semejante, siendo es
tos dos Tos mds letales. Por el contrario el butanol secundario es menos acti
VO Ya que se requieren concentraciones superiores y finalmente el butanol ter-

ciario es el menos efectivo de todos. Las graficas 43 y 44 muestran el compor

“1OoL0b61
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tamiento de los ocho alcoholes para E. codd y S. awreus respectivamente.

De todos los experimentos sobre el efecio de alcoholes sobre los
esferoplastos, se hicieron observaciones microscépicas con contraste de fase
y se observd que cuando la D,0. se incrementaba, correspondia aparentemente -
a un aumentq de volumen de los esferoplastos. Cuando la D.0. disminuia apro-
ximadamente al mismo nivel de turbiedad con que se inicié el experimento se -
observaron esferoplastos rotos y aparentemente vacios, pero sin disolucién de
1a membrana citoplasmatica. Cuando la D.0. disminufa a cifras por debajo de
la turbiedad inicial, se observaba una desaparicidn casi completa de los esfe
roplastos y seguramente correspondiente a la desintegracién de la membrana ci

toplasmética.

Las grdaficas 45-52 muestran el efecto de los alcoholes, sobre cé
Julas enteras y esferoplastos de E. coli y S. awreus a2 10s 5 minutos de con-
tacto. En la grafica 45 puede apreciarse que las células enteras de E. coll
muestra una disminucibén en su viabilidad un poco mayor a la de S, auwreus, E)

metanol no tiene efecto 17tico sobre los esferoplastos.

La grafica 46 muestra el efecto del etanol, 1as células enteras
de E. cof{ son inhibidas a una mola idad de 4,0, sin embargo S. awreus se man
tiene viable hasta 7.0 M, los esferoplastos con este alcohol no muestran - -
efecto 11tico, mostrando que la muerte ocurrida a nivel de viabilidad no es -
causada por alteracién a 1a membrana c¢itoplasmdtica, sino probablemente a da-

fio a nivel enzimatico.

Para el n-propanol la viabilidad disminuye mds rdpidamente para
la £, coli, sin embargo la dosis leta) para ambos es de 3,0 M, Para los esfe

roplistos, podemos observar una disminucién muy marcada para S. awreus a la -
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concentracién de 1,0 M, sin embargo para E. cof{ la disminucién de 1a D,0. --

ocurre mas progresiva.

La grafica 48 muestra que el iso-propanol causa menos dafio en la
viabilidad de S. aureus. Los esferoplastos de S. auneus muestran una caida -

de 1a D.0. en 1.5 M. Ambas células son lisadas por este alcohol.

E1 efecto del n-butano]l se muestra en la grdfica 49, en donde se
observa la caida rdpida de la viabilidad de E. cof{ mostrando para este alco-
hol una dosis letal de 0.35 M, para S. awreus también hay disminucién progre-
siva de su viabilidad, siendo letal a 0.6 M. Los esferoplastos también son -

lisados mds rdpidamente que los de S. aurcus.

La grdfica 50 muestra el efecto del iso-butanol, la dosis letal
para S. awreus es de 0.6 M. En los esferoplastos de S. aureus se observa una
caida mds rdpida de la D.0. que en £, cold, Este mismo fendmeno puede ser ob

servado en el resto de los isbmeros,

La gréfica 53 compara el n € iso-propanol para ambos tipos de cé

lulas, observandose el efecto menor del iso-propanol.

Las grédficas 54 y 55 comparan 1os cuatro isGmeros del butanol, -
observando Ta disminucidn del efecto Tetal y 17tico el cual es muy semejante
para n é iso-butanol. Lla accién de] butanol secundario y butanol terciario -

es menor a la de los alcoholes anteriores.

Finalmente las grdficas 56 y 57 comparan el efecto de todos los
alcoholes ensayados para E, col{ ¥y S. awreus respectivamente, Observdndose -

que al aumentar el tamafio de 1a cadena la accidén de estos alcoholes es mayor,
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TABLA 1

CONCENTRACIONES LETALES DE ALCOHOLES PRIMARIOS

coll aureus
Metanol >»9.0M >9.0M
Etanol 4.0 M >7.0M
| —— ——
N-Propanol 3.0 M 3.0 M
i
1so-Propanol 30M 3.5 M
N-Butano]l 0.35 M 0.60 M
Iso-Butanol 0.45 M 0.60 M
Butanol
Secundario %5 N Ded3 N
-?.‘e‘:fz?‘a’lm > 1.10 M > 1.10 H
- :A

> Indica que no se pudieron ensayar molaridades
mas alta por limitaciones de relacién de pro-
porcidn entre reactivos y células.
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DISCUSICN

Las diferencias de viabilidad y mayor resistencia a ser afectado
en su respiracién (22) y la menor fuga de componentes intracelulares de S. au
reus comparada con E. coli (23) bodrfa explicarse por las diferencias en es-
tructura de pared celular y membrana citoplasmética. Estudios de la pared ce
lular sugieren que hay dos componentes esenciales para mantener la rigidez de
la célula en E. coli, una es el péptidoglican, el cual es susceptible a liso-
zima, la segunda es un fosfolipido el cual estd unido covalentemente (26, 27).
La pared celular constituida por lipopolisacdrido, proteina y 1ipido. La mem
brana celular interna esta compuesta de proteinas y lipidos; Ta composicibn -
en proteinas es diferente, como fué demostrado por Ames (1), La envoltura de
E. cold exhibe dreas en las cuales la pared celular y la membrana citoplasmi-
tica estén intimamente asociadas (2). Una proteina de peso molecular 44,000
fué demostrada como componente mayor en la pared celular (20, 21). E} ensam-
ble de la membrana externa es (nica porque el Tipopolisacérido y 1fpidos son
sintetizados en la membrana interna y pueden ser transladados a la membrana -
externa, la cual estd separada de la interna por el peptidoglican de l1a pared
celular. La membrana externa lTocalizada por fuera del peptidoglican en las -
bacterias gram negativas es una barrera de permeabilidad parcial. Lla membra-
na interna o citoplasmitica es una barrera de la permeabilidad y es responsa-
ble del transporte (13). La pared celular actda como un cedazo molecular con
un 1imite de exclusién cerca 550-650 daltons (5), por Jo cual moiéculas de ba
jo peso molecular como los alcoholes estudiados pasan facilmente a través de

ella,

Al examinar el efecto del metanol sobre E, cofi, podemos apre-



ciar que esta bacteria es mas susceptible que S. auwreus. Sin embargo concen-
traciones de 9,0 M demuestran un efecto minimo., Estudios con microscopia de
fases de los esferoplastos de E. cof{ y S. aureus demostraron que permanecfan

integros o ligeramente aumentados de tamafio.

E1 etanol tiene efecto letal a concentraciones de 4.0 M para E.
cofs, mientras que concentraciones de 7.0 M solo disminuyen la viabilidad de
S. aurews. Los esferoplastos de £. cofl con este alcohol, no muestran efecto
iftico, por el contrario los de S. aureus presentan cambios en su D.0. compa-
tibles con alteraciones de su membrana citoplasmdtica. E1 efecto letal de es
te alcohol sobre la viabilidad de E. cofi y el no haber lisis de sus esfero-
plastos, indica que este alcohol no afecta su membrana citoplasmdtica, la di-
ferencia en viabilidad probablemente sea debida a alteraciones a nivel de en-
zimas ya que se ha demostrado en bacterias gram negativas, enzimas asociadas
a Ta pared y una variedad de enzimas degradativas, estas moleculas se han lo-

calizado ambas en el espacio periplasmico y en la superficie de Ta célula.

Las enzimas asociadas incluyen desoxirribonucleasa, ribonucleasa,
3'-nucleotidasa, 5'-nucleotidasa, uridina 5'-difosfatasa, adenosina 5'-difos
fato y algunas otras (3). Esta asociacién de enzimas con los componentes de
la pared celular fué demostrada por Schlesinger al preparar esferoplastos de
E. coli y encontrar en el medio subunidades inactivas de estas protefnas (19).
Observacfones hechas por Moharn (14) de l1a 1isis de E. cofi por enzimas autolii
ticas, 1levan a especular que la capa exteéna es separada de la capa interna
por hidr61isis de uniones covalentes débiles, exponiendo la capa de mucopépti
do interna a futuras degradaciones, Probablemente las enzimas autoliticas y
el efecto del etanol sobre las protefnas encontradas en el espacio periplasmi

co y la pared celular, impidan Ta multiplicacién de E. cold.
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Los propancles muestran unc de los efectos mds importantes sobre
estas dos especies bacterianas, E. cof{ fué mds susceptible que S, aurcus, =~-
asT mismo pudo apreciarse que el jso-propanol es menos efectivo que el n-pro-
panol, tanto sobre la viabilidad de ambas especies como sobre sus respectivos

esferoplastos.

Al examinar el efecto del butanol y sus isémeros, podemos ver --
que para el n-butanol puede apreciarse una disminucién progresiva de 1a viabi
lidad para ambas bacterias, demostrandose mayor sensibilidad en €1 gran nega-
tive que en el gram positivo. La pendiente del iso-butanol y butanol secunda
ric son paralelas y se repite el fenbmeno de mayor letalidad en E. cofl. E1 -

butanol terciario muestra un efecto letal menos importante.

E1 efecto de 1a estructura de una molécula puede ser analizada -
con este alchol. Apréciese un efecto letal progresivo en la secuencia n-buta
nol, iso-butanol, butanol secundarioc y butanol terciario. Para E, cof{ se ob
serva claramente esta secuencia; sin embargo, en S. auwreus, €1 comportamiento

de n & iso-butanol es muy semejante,

Si se compara la concentracién a ta cual los esferoplastos de E,
colt y S. awreus inician su 1isis, apreciada por la caida de 1a D.0. puede ob
servarse que la pendiente de 1isis de los esferoplastos de S. aunreus es de ma
yor valor gue ta de E. cofi, lo cual sugiere una accién mds lenta de estos al
coholes sobre E. coll, Estas diferencias del comportamiento de Tos esfero-
plastos pueden ser debidas a las diferentes técnicas con que se obtuvieron,.
En el caso de S. auneus fueron obtenidos por métodos enzimol6gicos muy efecti
vos en retirar la pared celular; en el caso de E. col{ no se conoce ninguna -

enzima que logre el mismo resultado y tuvo que recurrirse a antibi6ticos inhi



bidores de la biosintesis de la pared celular que no quitan la pared ya forma
da. ET1 resultado fué que los esferoplastos de E. coli quedaron con un resi-
duo de un 20-25% de pared y probablemente debido a estc no se observan los --

cambios osméticos tan dramdticos que se ven en el caso de S. awteus,

Microsc6picamente pudo observarse que cuando se 1lega a concen-
traciones de 0.2-0.4 M en el caso de S. awreus, los esferoplastos desaparecen
completamente, demostrando que los alcoholes tienen una accidn disolvente de
los componentes de 1a membrana citoplasmdtica, Por el contrario en el caso -
de E. coli concentraciones superiores a 0.3 M mostraron una degradacifn mas -
lenta, muchos de ellos fueron disueltos, pero guedaron muchos restos de mate-
rial celular que no pudo ser disuelto. La interpretacién que se da a estos -
hallazgos es de que la diferente forma de obtener los esferoplastos determi-
nan estas diferencias, esa turbidez residaul determina que las curvas de Ti-

sis sean diferentes.

Las membranas de los esferoplastos de S. awreus son disueltas a
una concentracién de 0.3 M c¢on n-butanol, por 16 tanto es obvic que la célula
entera no seria viable a esa concentracifn, sin embargo, las células enteras
son muertas cuando se llega a una molaridad de 0.6; esto demuestra cierta ac-
cidn protectora de la pared celular de S, awreus sobre sus esferoplastos. Es
to no ocurre en el caso de células enteras y esferoplastos de E. coldl, ya que
concentraciones de 0.6 M de n-butanol determinan una 1isis completa de los es
feroplastos, mientras que las células enteras son muertas a una concentracion
de 0.35 M; 1o cual en estc caso el efecto protector de 1a pared celular es es
caso o nulo. Lo mismo ocurre con iso-butanol, butanol secundario y butanol -

terciario solo que a diferentes concentraciones.
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Es importante hacer notar que a medida que se aumenta el ndmero
de carbones en la molécula del alcohol, disminuye la concentracidn necesaria
para matar la poblacidn bacteriana, Las diferencias entre metanol y etanol,
no son importantes en el caso de S. awteus, pero si para E, cofi, ESto pone
de manifiesto gue las diferencias en la constituci6n de la pared celular bac
terijana de ambas especies deben ser tomadas en guenta para explicar e] meca-
nismo de accifn de estos alcoholes, E1 incrementar un carbono mds, como en
ios propanoles se reflejan en un incremento de su poder letal, ya que se re-
quieren concentraciones menores del alcohol para ejercer su accidn letal, -
Si agregamos a esa cadena de tres carbones, uno mds para formar butanol, en-
contramos un mayor indice de mortalidad, dependiendo de donde se agrega ese
carbono. Si se agrega para dar un n-butanol, el cambio de mortalidad es muy
dramdtico, ya que de 3.0 M para n-propanol para ejercer accion letal, cambia
a 0.35 6 0.60 M dependiendo si se trata de E. cofi 6 S, aureus. ET agregar
un carbono en posicién lateral y terminal no modifica mucho el comportamien-
to de Ta molécula. E1 agregar un metilo parece tener un efecto mis definiti
v0, haciendo que el alcohol sea menos dafiino sobre las membranas bacterianas;
esto se ve en el butanol secundario, en el cual la concentracién letal para
E. cofi se incrementa a 0.5 M, Para S, aureus se reguieren concentraciones

de 0.75 M para causar 1a muerte de la poblacién bacteriana.

Es importante la diferencia de la estructura de la pared celu-
lar entre E. coli y S. aureus, asi como la distribucién espacial que tengan
los cuatro carbones que forﬁan Ta molécula del butanol. Esto es importante
para el butanol terciario; en este isbmero, tres metilos estan distribuidos
simetricamente alrededor de un dtomo de carbono y la otra valencia estd ocu

pada por un hidréxilo. La disminucién de lo largo de 1a cadena hidrofébica



de este isémero 1o hace mis hidrosoluble pero menos liposoluble, 1o cual se

refleja en que su acci6n Tetal sobre E, cedd y S, awreus es muy pobre,

ET observar el comportamiento de la accidén letal de estos alco-
hotes tanto sobre células enteras como sobre sus esferoplastos y al examinar
Ta cinética de sus efectos, asi como el comportamiento de los diversos iséme
ros hace suponer, que los alcoholes utilizados tienen como sitio de accibn -

primaria la membrana citoplasmitica,

La imagen que se tiene para explicar la accibn antibacteriana -
de estos alcoholes primarios, es que estas moléculas pasan facilmente la es-
tructura de la pared celular {5) y se distribuye en los sitios expuestos de
Ta membrana citoplasmdtica. Al117 reaccionan con los componentes proteinicos
que se intercalan en las moléculas de los fosfolipidos y dependiendo de la -
concentracién y de la estructura del alcohol, causan un desarreglo de las mo
léculas de este componente, determinando un desajuste de sus posiciones, Es
te desarreglo determina ademds, el rompimiento de las fuerzas intermolecula-
res y permiten Ta formacidn de soluciones de continuidad muy importante que
causa la fuga de componentes intracelulares, tales como aminodcidos, fosfa-
tos inorgdnicos, azlcares, dcidos ribonuclé&icos solubles y algunos otros - -
(17, 23). As{ mismo, esta alteracién estructural de la membrana Separa o0 --
desconecta las enzimas responsables del transporte de metabolitos y desenca-
dena las diversas enzimas responsables de la respiracibén terminal. E1 resul
tado final de toda esta interaccidn es que la célula quede vacia de metaboli
tos intermediarios y es incapaz de incorporar metabolitos contra gradiente,
asi como de trasladar sus electrones y protones a un aceptor terminal como -
puede ser el oxigeno. Esto paraliza 1a respiracifn terminal y afecta tam-
bién la fosforilaci6n oxidativa, 1o cual termina de mostrar el esqueﬁa de un

detrimento metabdlico incompatible con 1a vida bacteriana,
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RESUMEN

Con el objetivo de determinar el papel que juega la pared celu-
lar como mecanismo protector en la viabilidad bacteriana de E, coli ¥ S, au-
news por la acciébn de alcoholes primarios, se disefiaron experimentes que con
sistieron en exponer poblaciones de estas bacterias a diferentes concentra-
ciones de metanol, etanol, propanol, butanol y sus isémeros. Se determind -
la cuenta viable antes y después de 1a exposicifn alcohSlica a intervalos de
5, 10, 15 y 30 minutos. Se graficé viabilidad contra tiempo a los 5, 10 y -
15 minutos, asi como viabilidad contra molaridad a los 5 y 30 minutos de con

tacto.

Ademas se prepararon esferoplastos de ambas bacterias, las cua-
les fueron expuestas a las mismas concentraciones de los alccholes menciona
dos. Se estudid su comportamiento por espectrofotometrfa y microscopia a --
Tos 5, 15, 30 y 60 minutos. Se estudi6 su comportamiento por modificaciones

de 1a D.O.

Los resultados con células enteras demostraron que el efecto de
metanol sobre ambas especies fué muy ligero, ya que concentraciones tan al-
tas como 9.0 M no eliminaron la poblacién bacteriana. E1 etanol tuvo efecto
diferencial sobre estas bacterias. Concentraciones de 7,0 M casi no afecta-
ron la viabilidad de S. auwreus; sin embargo, para E, coli concentraciones de

4,0 M fueron letales.

El n-propanol elimind a ambas especies en una concentracién de
3.0 M.Para el iso-propanol se reguirieron concentraciones mds altas para lo-

grar el mismo efecto, E. cofi fué mds susceptible que S. aureus,
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Para n-butanol se requieren concentraciones de 0,35 My 0,60 M
para obtener efecto letal. Para el iso-butanol de 0.45 M y 0.60 M para E.
coli y S, aureus respectivamente. ET butanol secundario es menos agresivo
y se requieren concentraciones de 0,50 M para E. cof{ y 0,75 M para S. awre
us. Por G1timo el butanol terciario demuestra un efecto més discreto sobre
ambas especies ya que concentraciones de 1,10 M no son capaces de eliminar

a la poblacién bacteriana.

E1 comportamiento de los esferoplastos de E, coldi ¥ S. aureus

se grafico D.0. contra tiempo, a los 5, 15, 30 y 60 minutos; asi como D,O.

contra motaridad a dos tiempos 5 y €0 minutos.

Los resultados mostraron que el metanol no produjo ningun efec
to importante sobre la membrana citoplasmética de ambos esferoplastos. Con
el etanol si se demostraron variaciones en la D.0. de 1a poblaci6n, mostran

do las esferoplastos de S. auwreus cambios mds dramaticos que los de E, colf.

Los propanoles se comportan en una forma semejante a las célu-
Tas enteras. ET1 iso-propanol fud menos agresive que el n-propanel, Las --
pendientes de Jas caidas de 1a D.0. son de mds alto valor para S. auneus, -

que para E. cofi.

En 1os butanoles se pudo observar que los esferoplastos de S.
awreus tuyieron una cafda brusca de la D,0.; sin embargo, para £. coldi la -
iniciacion de 1a pendiente de 1isis se present6 a concentraciones semejan-
tes a los de 8, aureus pero con pendientes de menor vaior. De los butano-
les n & iso-butanol fueron los mds activos, requiriéndose concentraciones -
tan bajas como 0.25 M para iniciar 1isis, En el caso de butanot secundario

se necssitaron concentraciones de alrededor de 0.40 M. El1 butanol tercia-
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rio fué el menos agresivo, se necesitaron concentraciones de alrededor de ~-

0.6 M.

Estos datos permiten concluir que los alcoholes primarios incre
mentan su poder letal a medida que se alarga la cadena de carbones. Asi mis
mo se pudo demostrar que entre m&s ramificado esté un alcohol, menor es su -
efecto sobre la viabilidad de células enteras o sobre su membrana citoplasméd

tica.

Al comparar la concentracidn de cada alcohol a la cual se ini-
cia la caida de la D.0. en los esferoplastos de E. cold y S. aureus puede --
apreciarse que es semejante a pesar de 1a metodologfa diferente de su prepa-
racién. la pérdida 0 no de su viabilidad parece depender mas de las caracte
risticas estructurales de la pared celular bacteriana. La pared de S, auwte-
us por su entrelazamiento molecular, determina una mayor rigidez de ésta y -
por lo tanto ofrece mayor profeccién a la membrana citoplasmitica. En el ca
so de E. co&i la pared celular presenta una estructura menos rigida y por lo

tanto menos protectora sobre la membrana de esta especie.
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